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III. BAHAN DAN METODE 
3.1. Waktu dan Tempat 
 Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Agronomi dan Green House 
Kebun Percobaan Universitas Muhammadiyah Malang, jalan Notojoyo no 3 Tegal 
Gondo, Malang, Jawa Timur pada bulan Juni – Agustus 2017 . 
3.2. Alat dan Bahan 
 Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah sekop kecil, polibag, 
gembor, hand sprayer, gunting stek, selang air, timbangan, gelas ukur, label 
tanaman, kamera, alat tulis, buku catatan, penggaris, alat GC-MS  . 
 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanah top soil, sekam, 
pupuk daun Gandasil D, pupuk daun Hyponex, pupuk daun Growmore, fungisida, 
air, tanaman cincau hitam (Mesona palustris BL.). 
3.3. Metode Penelitian 
Penelitian ini menggunakan metode Rancangan Kelompok Lengkap Teracak 
(RKLT) atau Randomized Complete Block Design (RCBD) tipe kontras orthogonal 
yang disusun secara faktorial dengan 2 faktor, yaitu: pertama adalah macam pupuk 
daun (K) yang terdiri dari : 
D1 = Pupuk Daun Gandasil D 
D2 = Pupuk Daun Growmore 
D3 = Pupuk Daun Hyponex 
Sedangkan faktor kedua adalah  konsentrasi pupuk daun (D), terdiri dari :  
K1 = 1 g/liter
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K2 = 1,5 g/liter 
K3 = 2 g/liter 
K4 =  2,5 g/liter 
Sehingga diperoleh 12 kombinasi perlakuan dengan 3 ulangan dan sampel 
sebanyak 4 tanaman dengan 1 kontrol. 
Kombinasi Perlakuan 
Kombinasi perlakuan yang didapatkan yakni: 
D1K1 D2K1 D3K1 D0K0 
D1K2 D2K2 D3K2  
D1K3 D2K3 D3K3  
D1K4 D2K4 D3K4  
Keterangan :  
D1K1 : Pupuk Daun Gandasil D, Konsentrasi 1 gram  
D1K2 : Pupuk Daun Gandasil D, Konsentrasi 1,5 gram 
D1K3 : Pupuk Daun Gandasil D, Konsentrasi 2 gram 
D1K4 : Pupuk Daun Gandasil D, Konsentrasi 2,5 gram 
D2K1 : Pupuk Daun Growmore , Konsentrasi 1 gram 
D2K2 : Pupuk Daun Growmore , Konsentrasi 1,5 gram 
D2K3 : Pupuk Daun Growmore , Konsentrasi 2 gram 
D2K4 : Pupuk Daun Growmore , Konsentrasi 2,5 gram 
D3K1 : Pupuk Daun Hyponex , Konsentrasi 1 gram 
D3K2 : Pupuk Daun Hyponex , Konsentrasi 1,5 gram 
D3K3 : Pupuk Daun Hyponex  , Konsentrasi 2 gram 
D3K4 : Pupuk Daun Hyponex , Konsentrasi 2,5 gram 
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D0K0 : Kontrol (Tanpa Perlakuan) 
3.4. Pelaksanaan Penelitian 
3.4.1. Penyiapan Media Tanam 
Media tanam yang digunakan adalah tanah top soil dan sekam. Tanah dan  
sekam dicampur dengan perbandingan tanah top soil dengan sekam 1 : 1 kemudian 
dimasukkan kedalam polibag ukuran 5 kg, (Lampiran 16).  
3.4.2. Penyiapan Bahan Tanam 
Proses selanjutnya adalah menyiapkan bahan tanam (Lampiran 16), yang 
prosesnya adalah sebagai berikut: 
1. Bahan tanam yang digunakan adalah stek batang tanaman cincau hitam 
(Mesona palustris BL.). 
2. Mengambil stek dari bagian batang sepanjang 10-15 cm dari ujung tunas 
dengan cara dipotong menggunakan gunting stek dan arah potongannya 
meruncing ke bawah. 
3. Hasil stek cincau direndam dalam fungisida selama 5 menit. 
3.4.3 Penanaman  
 Proses selanjutnya setelah menyiapkan media dan menyiapkan bahan tanam 
adalah penanaman, proses penanaman stek cincau hitam adalah sebagai berikut 
(Lampiran 16) : 
1. Menyusun polibag yang sudah diberi label sesuai dengan kombinasi 
perlakuan. 
2. Menanam stek pada media tanam dalam polibag dengan kedalam tanam 5 
cm. 
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3. Menyiram stek yang sudah ditanam pada polibag dengan air secukupnya. 
4. Mengaplikasikan pupuk daun Gandasil D, Hyponex, dan Growmore dengan 
konsentrasi sesuai dengan perlakuan masing – masing. Penyemprotan 
pupuk dilakukan dengan hand sprayer ke bagian daun tanaman hingga 
basah seluruh bagian. Penyemprotan pupuk daun ini dilakukan pada pagi 
hari setiap 1 minggu sekali dengan volume total penyemprotan pupuk 
selama 12 minggu adalah : total volume pupuk Gandasil D 2,079 liter, total 
volume pupuk pupuk Daun Growmore 1,86 liter, dan total volume pupuk 
Hyponex 1,84 liter.  
5. Melakukan pengamatan pada tanaman cincau hitam  
3.4.4 Pemeliharaan  
Selama kegiatan penelitian dilakukan pemeliharaan yaitu dengan menyiram 
tanaman cincau hitam 1 kali sehari dan membersihkan gulma yang tumbuh di 
sekitar tanaman cincau hitam serta menyemprotkan insektisida apabila terdapat ulat 
yang menyerang tanaman cincau hitam.  
3.4.5 Pemanenan  
Pemanenan cincau hitam dilakukan pada 90 HST dengan cara mencabut 
tanaman cincau dari polybag, kemudian dipisahkan dengan tanah yang menempel 
pada akar tanaman dan selanjutnya dilakukan pengamatan hasil panen tanaman 
cincau hitam.  
3.4.6 Variabel Pengamatan 
Pengamatan dilakukan 1 minggu satu kali selama 12 minggu dengan variabel 
pengamatan sebagai berikut: 
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1. Jumlah daun (helai) 
Pengamatan jumlah helai daun dimulai dari 1 MST dengan interval 
pengukuran 7 hari sekali sampai tanaman berumur 12 MST, dihitung pada 
daun yang telah membuka sempurna.  
2. Jumlah Tunas (buah) 
Pengamatan jumlah tunas dimulai dari 3 MST dengan interval pengukuran 
7 hari sekali sampai tanaman berumur 12 MST, dihitung pada tunas yang 
tumbuh pada cabang.  
3. Kandungan Klorofil Daun (SPAD Unit) 
Pengamatan kandungan klorofil daun dilakukan pada umur tanaman 
30,45,59,73 dan 87 HST, pengukuran indeks klorofil daun menggunakan 
klorofil meter Konica Minolta seri SPAD 502 dan daun yang digunakan 
sebagai sampel adalah daun bagian atas, tengah, dan bagian bawah. 
4. Panjang Akar (cm) 
Pengamatan panjang akar dilakukan pada akhir penelitian setelah tanaman 
cincau hitam dipanen. Panen ini dilakukan dengan cara mencabut tanaman 
cincau hitam dari polibag dan dibersihkan dari tanah yang menempel pada 
akar kemudian diukur panjangnya dengan menggunakan penggaris, 
( Lampiran 16). 
5. Jumlah Akar (buah) 
Pengamatan jumlah akar dilakukan pada akhir penelitian setelah tanaman 
cincau hitam dipanen. Setelah dibersihkan akarnya dari tanah yang 
menempel pada akar kemudian dihitung akar serabut yang besar ukurannya.  
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6. Berat Basah Akar (g) 
Pengamatan berat basah akar dilakukan pada akhir penelitian setelah 
mengukur panjang akar. Berat basah akar ditimbang dengan cara 
memisahkan bagian akar dengan bagian batang dan daunnya kemudian 
ditimbang, ( Lampiran 16). 
7. Berat Basah Daun (g) 
Pengamatan berat basah daun dilakukan pada akhir penelitian setelah  
semua daun cincau hitam dipetik untuk memisahkan daun dari batangnya 
kemudian ditimbang, ( Lampiran 16).  
8. Berat Basah Batang (g) 
Pengamatan berat basah batang dilakukan pada akhir penelitian setelah  
semua daun cincau hitam selesai dipetik untuk dari batangnya kemudian 
ditimbang, ( Lampiran 16).  
9. Berat Kering Daun (g) 
Pengamatan berat kering daun dilakukan dengan menimbang berat daun 
setelah daun tanaman cincau hitam sudah dikeringkan dengan sinar 
matahari tidak langsung selama 5 hari dari pukul 07.00 – 12.00 didalam 
greenhouse, ( Lampiran 16).  
10. Berat Kering Batang (g) 
 Pengamatan berat kering daun dilakukan dengan menimbang berat batang 
setelah batang tanaman cincau hitam sudah dikeringkan dengan sinar 
matahari tidak langsung selama 5 hari dari pukul 07.00 – 12.00 didalam 
greenhouse, ( Lampiran 16).  
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11. Berat Kering Akar (g) 
 Pengamatan berat kering akar dilakukan dengan menimbang berat akar 
setelah akar tanaman cincau hitam sudah dikeringkan dengan sinar matahari 
tidak langsung selama 5 hari dari pukul 07.00 – 12.00 didalam greenhouse, 
( Lampiran 16). 
12. Berat Kering Oven Daun (g) 
Pengamatan berat kering diamati dengan cara menimbang bagian tanaman 
cincau hitam yaitu bagian daun tanaman yang telah dioven selama 3 hari 
dengan suhu 70 o C hingga berat keringnya konstan, ( Lampiran 16).  
13. Berat Kering Oven Akar (g) 
Pengamatan berat kering akar diamati dengan cara menimbang bagian akar 
tanaman yang telah dioven selama 3 hari dengan suhu 70 o C hingga berat 
keringnya konstan, ( Lampiran 16).  
14. Berat Kering Oven Batang (g) 
Pengamatan berat kering batang diamati dengan cara menimbang bagian 
batang tanaman cincau hitam yang telah dioven selama 3 hari dengan suhu 
70 o C hingga berat keringnya konstan ( Lampiran 16).  
15. Kandungan Antioksidan  
Pengujian kandungan antioksidan tanaman dilakukan pada saat tanaman 
telah dipanen atau berumur 90 HST, pengujian dilakukan dengan metode 
Gas Chromatography Mass Spectrometry (GCMS).  
a. Bahan berupa daun segar tanaman cincau hitam sebanyak 50 gram 
per sampel. 
25 
 
 
 
b. Daun sebanyak 50 gram kemudian di ekstraksi dengan perbandingan 
1 : 2  
c. Daun yang sudah di ekstraksi kemudian dimasukkan kedalam 
tabung sentrifuge.  
d. Suspensi di vorteks sampai homogen selama 5 menit. 
e. Sentrifugasi sampel pada kecepatan 4000 rpm selama 5 – 10 menit. 
f. Mengambil fasa atas (supernatan) 1 ml kemudian dipindah kedalam 
tabung sentrifuge yang baru. 
g. Menambah metanol 1 ml kedalam supernatan.  
h. Suspensi di vorteks sampai homogen selama 5 menit. 
i. Tambah methanol dingin dengan perbandingan 1:1 (2 ml). 
j. Setelah ditambahkan kemudian dikocok sebanyak 20 kali.  
k. Sentrifugasi sampel pada kecepatan 4000 rpm selama 10 menit. 
l. Buang supernatant hingga tersisa endapan. 
m. Resuspensi dengan menambah 100 µl ethanol absolut, lalu di 
injeksikan dalam kolom GCMS. 
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Tabel 3. GCMS report properties  
GCMS apparatus model   : Shimadzu GCMS QP 2010 SE  
Column  : ZB – AAA (10 Ml x 0,25 mmLD 
  (Phenomenex Inc) 
Injection quantity  : 1 µl 
Vaporation chamber temperature   : 280 °C 
Column oven temperature  : 110 °C         (30 °C/min)          320 °C 
Kontrol mode  : Constant pressure (15 kPa) 
Injection mode  : Split  
Split ratio  : 127,5  
Carier gas  : Helium  
Interface temperature  : 280 °C 
Ion source temperature  : 200 °C 
Solvent elution time  : 0,4 min 
Data sampling time : 0,5 min to 7 min  
Measurement mode  : Scan 
Mass range  : m/z 45 – 900 (3,33 u/sec) 
Event time  : 0,15 sec  
Total flow  : 80,5 mL/min  
Column flow  : 0,6 mL/min  
Linear velocity  : 28,5 cm/sec  
Purge flow  : 3,0 mL/min  
Solvent cut time  : 2 min 
Detector gain mode : Relative  
Detector gain : 0,00 kV 
Run time   : 100 minute 
GCMS method  : GCMS method  
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3.4.7 Analisis Data 
Data pengamatan dianalisis menggunakan uji F pada taraf 1% dan 5% untuk 
mengetahui pengaruh dari perlakuan, dan uji BNJ 5% untuk menguji pengaruh 
diantara perlakuan. Analisis data kuantitatif menggunakan program SAS versi 9.2. 
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3.4.8 Denah Percobaan  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan :  = sampel tanaman 
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Gambar 2. Denah Percobaan Tanaman Cincau Hitam 
